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RESUMEN
Los galactooligosacáridos (GOS) son compuestos empleados en alimentos funcionales por su
actividad prebiótica. Se obtienen por la hidrólisis de la lactosa, empleando enzimas como βGalactosidasa. El objetivo de este proyecto fue evaluar el efecto de escalado en la producción
de GOS usando β- Galactosidasa de Kluyveromyces lactis, para ello, se empleó el lactosuero
descremado y desmineralizado de la industria quesera, con el fin de obtener la lactosa que es
el componente de interés para ser empleado en la producción de GOS. La lactosa fue
concentrada a 33% por medio de evaporador, sin embargo, los resultados de rendimiento no
fueron los esperados, ya que se obtuvo un rendimiento bajo del 4%, por ello se decidió emplear
lactosuero en polvo parcialmente desmineralizado. El escalado fue realizado en tres volúmenes
0.1, 3 y 20 L, empleando como criterio de escalado mantener constante la potencia por volumen
utilizado (P/V). Obteniendo que la velocidad de mezclado se redujo con el aumento de escala
y así mismo, el coeficiente de transferencia de masa aumento. Así mismo, en el rendimiento
de la producción de GOS se obtuvo para 0.1 L el valor de 12,01%, en 3L el valor de 14.67% y
20 L el valor de 14,33%, identificando por medio del análisis estadístico que no existen
diferencias significativas entre las escalas evaluadas, esto debido a que el factor de
escalamiento empleado fue el adecuado para esta reacción.

Palabras

Clave:

Galactooligosacaridos,

Kluyveromyces lactis, Escalado, Rendimiento.

β-

Galactosidasa,

Lactosuero,

Reactor,
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ABSTRACT
Galactooligosaccharides (GOS) are compounds used in functional foods for their prebiotic
activity. They are obtained by the hydrolysis of lactose, using enzymes such as βGalactosidase. The objective of this project was to evaluate the scaling effect in the production
of GOS using β-Galactosidase from Kluyveromyces lactis, for this, the skimmed and
demineralized whey from the cheese industry was used, in order to obtain lactose, which is the
component of interest to be employed in the production of GOS. Lactose was concentrated to
33% by means of an evaporator, however, the yield results were not as expected, since a low
yield of 4% was obtained, therefore it was decided to use partially demineralized powdered
whey. The scaling was carried out in three volumes 0.1, 3 and 20 L, using as scaling criterion
to keep constant the power per volume used (P / V). Obtaining that the mixing speed decreased
with the increase in scale and likewise, the mass transfer coefficient increased. Likewise, in the
yield of GOS production the value of 12.01% was obtained for 0.1 L, in 3L the value of 14.67%
and 20 L the value of 14.33%, identifying through statistical analysis that there are no
differences significant among the scales evaluated, this because the scaling factor used was
adequate for this reaction.

Keywords: Galactooligosaccharides, β- Galactosidase, Whey, Reactor, Kluyveromyces lactis,
Scaled, Performance.
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1. INTRODUCCIÓN
La industria de lácteos es uno de los sectores más importantes de la economía. En Colombia
en los últimos años ha obtenido gran importancia, debido a la diversidad y aumento en el
consumo de estos productos (Rico, 2018). Según datos de la Organización para la Agricultura
y la Alimentación (FAO), la producción de leche aumentará 1.7% cada año, más rápido que
otros productos de importancia agrícola. Así mismo, se espera que el consumo de productos
lácteos frescos y procesados aumente anualmente en un 1% dentro de los próximos 10 años
(FAO, 2019).
La diversidad de los productos elaborados en la industria de lácteos varía de región a región,
según equipos y tecnología disponible, demanda del mercado y circunstancias sociales. Uno
de los productos lácteos más importantes y el segundo más comercializado y consumido
mundialmente es el queso (FAO, 2019). Este producto es obtenido a partir de la precipitación,
corte y prensado de la cuajada, sin embargo, durante su elaboración se generan grandes
cantidades de lactosuero, por lo que el rendimiento de este producto lácteo es muy bajo. Por
cada 10 kg de leche empleada para la elaboración solo se obtiene 1.3 kg de queso, lo que indica
que solo el 13% se convierte en queso y el 87% restante en lactosuero (Rico, 2018).

1.1 Lactosuero
El lactosuero es un subproducto obtenido de la industria quesera, es una sustancia líquida que
se obtiene como resultado de la separación del coágulo de la leche en la elaboración de queso,
luego de la precipitación de la caseína (Castells y Muset, 2017). El lactosuero tiene
componentes como lactosa (4,5% p/v), proteínas (0,8% p/v), lípidos (0,5%), vitaminas y
minerales (potasio, calcio, fósforo, sodio y magnesio), como se identifica en la tabla 1-1:
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Tabla 1-1 Composición del lactosuero

Componente

Composición (g/L)
Sueros dulces

Sueros acido

Solidos Totales

63.0-70.0

63.0-70.0

Lactosa

46.0-52.0

44.0-46.0

Proteína

6.0-10

6.0-8.0

Calcio

0.4-0.6

1.2-1.6

Fosfato

1.0-3.0

2.0-4.5

Lactato

2.0

6.4

Cloruro
1.1
1.1
Fuente: Tomado de (Gómez y Sánchez, 2019).
Entre los componentes de interés del lactosuero, se encuentra la lactosa que es un disacárido
formado por una molécula de glucosa y otra de galactosa, es el componente mayoritario del
lactosuero cómo se identifica en la tabla 1-1, con un 70% de los sólidos totales. La lactosa
tiene baja solubilidad y poco dulzor en comparación con otros carbohidratos como la sacarosa
y la glucosa, por ello ha sido empleada para la elaboración de productos de valor agregado
como formulas infantiles, en la generación de biomasa a través del uso de la biotecnología y
en la producción de derivados de la lactosa, como GOS, lactosacarosa, lactosucrosa, lactitol,
fructooligosacaridos, lactulosa, ácido lactobiónico (Castells y Muset, 2017). Por lo tanto, es de
gran interés para la industria de alimentos emplear la lactosa proveniente de lactosuero, para la
producción de GOS.
El lactosuero es considerado un contaminante ambiental, debido a que sus componentes tienen
una alta demanda biológica de oxígeno entre 35.000-45.000 mg/L y demanda química entre
60.000-80.000 mg/L. Lo que indica, que si es desechado sin ningún tratamiento previo, afecta
física y químicamente la estructura del suelo, por ello, debe ser tratado o aprovechado (Gómez
y Sánchez, 2019).
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En la tabla 1-2, se puede identificar el porcentaje de lactosuero que es empleado para
alimentación animal o que es vertido como efluente en diferentes países entre el año 20122013. Sin embargo, estas cifras han ido aumentando debido al incremento en la producción de
queso en los últimos años (Castells y Muset, 2017).

Tabla 1-2. Producción anual de leche y suero en el año 2012-2013.

País

Argentina
Brasil
Colombia
Uruguay

Producción
anual de
leche
(millones de
litros por
año)
11.338
33.400
6.772
2.100

Producción
de queso (%
del total de
leche)

Suero
generado
(millones de
litros por
año)

41
38
35
35

4.015
10.500
2.033
625

Estimado de suero
empleado en
alimentación
animal o vertido
como efluente (%
estimado)
55
49
70
20

Fuente: Tomado de (Castells y Muset, 2017).

De acuerdo con estos datos (tabla 1-2), se determina que el lactosuero es uno de los residuos
más representativos en la industria de lácteos. Por lo que se deben emplear diferentes
alternativas de aprovechamiento para este subproducto, con el fin, de disminuir esta
problemática ambiental.
Entre las diversas alternativas para su aprovechamiento, el lactosuero es empleado como
aditivo en alimentos para infantes como compotas y papillas, bebidas refrescantes, energéticas
y fermentadas. En el sector agrícola para la elaboración de compostaje, abono y alimento para
animales. En la industria de panificación para resaltar el sabor y características de calidad como
textura y volumen al incorporar mezclas de emulsificantes con lactosuero en polvo (Rico,
2018). En procesos como la nanofiltración y liofilización para obtener concentrados de
proteína que pueden ser empleados como sustitutos de leche descremada y ser usados en la
elaboración de yogurt, queso, helados y pasteles (Motta y Mosquera,2015).
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1.2 Galactooligosacáridos
Los oligosacáridos contienen entre 3 y 10 unidades de monosacáridos que se encuentran de
manera natural en algunos alimentos. Los GOS son oligosacáridos formados por la unión de
un número variable de moléculas de galactosa a una molécula de glucosa terminal, se obtienen
de la transgalactosilación a partir de la lactosa (Guio, 2014). En la tabla 1-3 se encuentra la
lista de oligosacáridos que se pueden diferenciar por su estructura química.

Tabla 1-3. Lista de oligosacáridos

Fuente: Tomado de (Guio, 2014).

Los GOS poseen efectos prebióticos que resisten las enzimas digestivas gastrointestinales de
los humanos, debido a que son solubles y actúan como fibra dietaría, por ello poseen
características para ser empleados en alimentos funcionales (Bohórquez, 2016). Se pueden
obtener en pequeñas cantidades en leche y otros alimentos como cebolla, ajo y soya, sin
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embargo, la concentración en estos alimentos es baja, por lo que no generan ningún efecto en
el organismo.
Debido a que los GOS se encuentra en muy bajas proporciones en los alimentos, es de gran
interés la obtención de ellos por síntesis enzimática empleando β-galactosidasa (β-gal) de
origen microbiano, por medio de la reacción de transgalactosilación. La transgalactosilación se
produce cuando la enzima transfiere galactosa a aceptores nucleófilos que contienen un grupo
hidroxilo, dejando libre una molécula de glucosa. La transferencia al agua produce galactosa y
la transferencia a otro azúcar produce di-, tri- y galactosil-sacáridos superiores, denominados
colectivamente oligosacáridos (Gómez y Sánchez, 2019). El mecanismo de reacción general
para la acción de β-galactosidasa en la lactosa se puede evidenciar en la figura 1-1. Así mismo,
la producción de GOS se puede llevar con enzimas libres de células, enzimas solubles y
enzimas inmovilizadas que son diferentes en el proceso.

Figura 1-1. Transgalactosilación de la lactosa por la enzima β-gal. Tomado de: Gómez y
Sánchez, 2019.

1.3 Producción industrial
Los organismos que más se utilizan para la producción de la enzima en la industria son:
Sporobolomyces singularis, Kluyveromyces lactis, Bacillus circulans, Cryptococcus laurentii,
Bifidobacterium bifidum y Aspergillus oryzae; debido a que tienen disponibilidad comercial,
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se consideran GRAS y favorecen los productos de cadenas por encima de GOS-2 (Ministério
da Saúde, 2006).
En cuanto a la producción de GOS industrial se puede determinar que el sustrato utilizado es
lactosa refinada (polvo) o permeado de suero concentrado y enzimas libres en disolución como
catalizador. Las enzimas libres β-galactosidasa se utilizan porque presentan un costo menor
frente a las inmovilizadas en el proceso, pero tiene una eficiencia baja de enzima debido a que
es desechada al finalizar el proceso, lo cual genera un mayor uso del catalizador (González,
2017). Mientras que hay múltiples beneficios en el uso de enzimas inmovilizadas,
relativamente pocos procesos lo utilizan, porque los costos adicionales asociados con la
inmovilización a menudo no están justificados con las ventajas que ofrece (Dicosimo,
McAuliffe, Poulose y Bohlmann, 2013).

1.4 Escalado de bioprocesos
El escalado es un proceso importante porque involucra el modelado del proceso en
consideración. Esto quiere decir que resalta la validación del modelo y del procedimiento a
diferentes escalas de la operación, teniendo un análisis dimensional y experimental que
represente un escalado más preciso desde su modelo matemático. Según Bisio y Kabel (1895),
definen el escalado como la "operación y puesta en marcha de manera exitosa de una unidad
de tamaño comercial cuyo diseño y procedimientos de operación se basan, en parte, en
experimentación y demostración a una escala más pequeña de operación”, teniendo tres
parámetros para asociar la aceptación del escalamiento: velocidad planeada, estándares de
calidad y costos proyectados. Por otro lado, en la definición que da Kossen.N (1996) "El
escalado es el diseño y construcción de una unidad o conjunto de unidades de procesamiento a
gran escala, tomando como base los cálculos y experimentos a pequeña escala", en donde se
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incluye los fenómenos superficiales que no son considerados a baja escala, teniendo una
aparición de comportamientos cinéticos no contemplados, que son detectados cuando la
interacción de los fenómenos de masa, energía y cantidad de movimiento se alteran en el
cambio de escala (Ruíz y Álvarez, 2011).

1.4.1 Criterios de Escalado
El diseño de bioprocesos se determina por el rendimiento del mismo, teniendo en cuenta
condiciones óptimas de escalado, costos, rendimiento, tiempo y concentración final del
producto a evaluar. Por lo que están basados en cálculos fundamentales, los cuales son
dependientes de cada escala.
Las dos variables que cambian al realizar un escalamiento de bioprocesos son la productividad
y rendimiento, como consecuencia de la variación del volumen. Al ampliar la escala, no es
posible, mantener constantes las condiciones de operación como: potencia, agitación y
transferencia de masa; debido a que dependen de la geometría de los sistemas empleados para
llevar a cabo la producción de GOS (Maugheri, 2006). Por ello es necesario que la operación
se realice bajo condiciones viables al estudio en cuestión, teniendo en cuenta parámetros
físicos, químicos y biológicos que están interconectados.
Utilizando la aproximación en cuanto a régimen de flujo en pequeña, mediana y grande escala;
se puede obtener más oportunidades de que los resultados en cada uno de las escalas sean
reproducibles, por lo tanto, para la ampliación se puede llegar a tener una selección de método
(Doran, 1998), en el cual depende de características del proceso, fluido y condiciones de
operación. La solución de ingeniería para alcanzar escalamientos exitosos es la similitud
geométrica cuando sea posible y algunos criterios de escalamiento.
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Los criterios de escalamiento más usados en la industria son: (i) potencia por volumen
utilizado, (ii) tiempo de mezclado, (iii) número de Reynolds, (iv) coeficiente volumétrico de
transferencia de masa y (v) velocidad de la punta de las paletas del agitador.
El uso de los criterios de escalamiento está basado en mantener constantes las características
correspondientes del ambiente extracelular a diferentes escalas, relacionando las variables del
bioproceso. Teniendo en cuenta que, si las características ambientales influyen de manera
crítica en el proceso y la productividad, se puede lograr un escalamiento exitoso (Marín, 2019).
Según Marín (2019), el criterio basado en el tiempo de mezclado es difícil de mantener, debido
a que existe una relación entre tiempo y potencia, por lo que en fluidos no newtonianos se
plantea una relación de P/V.
Otro de los criterios que se puede mantener es el coeficiente volumétrico de la transferencia de
masa KLa, pero este no permite prever resultados, y se debe usar manteniendo constante otros
criterios. El criterio de escalamiento, número de Reynolds, es un sistema que es aplicable a un
fluido newtoniano (Marín, 2019), por lo que no es un buen criterio de escalamiento para este
proyecto.
El mejor criterio de escalamiento y el más usado en procesos aerobios, fermentativos,
producción de alcohol y ácidos orgánicos, es mantener la potencia por volumen utilizada,
debido a que es la energía que la turbina trasfiere al fluido al rotar a una velocidad de agitación
dada (Marín, 2019). La energía requerida, constituye, la energía necesaria, que se consume en
el proceso de mezcla entre los dos líquidos y los remolinos del fluido.
Para los criterios de escalado anteriormente mencionados, es necesario conocer las
dimensiones (ver figura 1-2) de los sistemas a emplear.
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Figura 1-2 Esquema de biorreactor. Tomado de: Doran (1998).
En el escalamiento en bioprocesos para la producción de GOS se definió el criterio de mantener
constante la potencia por volumen utilizada, debido a que la limitación la plantea la agitación
del fluido (Marin, 2019), por tener un proceso donde el producto de la reacción son
polisacáridos. Por lo que la relación del tamaño de agitador y velocidad de agitación en el
biorreactor de volumen pequeño a volumen grande, se da en la ecuación 1:

(𝑁 3 ∗ 𝐷𝑖 2 )𝑒𝑠𝑐𝑎𝑙𝑎 1 = (𝑁 3 ∗ 𝐷𝑖 2 )𝑒𝑠𝑐𝑎𝑙𝑎 2

Ecuación 1

Donde:
N =Velocidad angular (RPM)
𝐷𝑖=Diámetro del biorreactor (m)

1.4.2 Transferencia de masa
Las operaciones de transferencia de masa se caracterizan por realizar un análisis entre el medio
y la molécula donde se lleva la reacción. Estas dependerán del movimiento del fluido que
prevalezca en las diferentes regiones del reactor. Debido a esto, se da la importancia de la
agitación en el sistema, ya que el mezclado es el proceso clave del escalamiento (Muñoz, 2016).

23

Escalado de la producción de Galactooligosacáridos a reactor discontinuo de 3 y 20 litros
usando β- Galactosidasa Kluyveromyces lactis libre.

Los objetivos principales que se presenta en el aumento de la escala del proceso de agitación
son: igual o aproximadamente igual el movimiento de líquidos entre las escalas, niveles de
concentración igual, tasa de transferencia de masa igual, donde puede ocurrir en fase líquidosólido o líquido-líquido.
Cuando existen diferencias de concentraciones en una mezcla, cuya distribución de
concentraciones no es uniforme y el movimiento se da desde las zonas de alta concentración
hasta las zonas de baja concentración, se conoce como transferencia de masa.

1.4.2.1 Difusión molecular:
La difusión molecular depende de la rapidez en que un soluto se mueve a cualquier punto y en
cualquier dirección, por lo que puede definirse como la transferencia de moléculas individuales
a través de un fluido por medio de un desplazamiento (Muñoz, 2016), que tiende a igualar las
concentraciones.

1.4.2.1.1 Difusión molecular en líquidos:
La difusión molecular en líquidos tiene como finalidad llegar a una concentración uniforme
entre las sustancias, teniendo en cuenta que las moléculas del soluto “A” que se difunden
chocarán con las moléculas del soluto “B” con más frecuencia (𝐷𝐴𝐵 ) y se difundirán
lentamente, porque las moléculas están muy cercanas entre sí. Por consiguiente, la difusión
molecular en líquidos es mucho menor que en los gases (Muñoz, 2016). Una de las
correlaciones semiempíricas para predecir difusividades de solutos en líquidos es la correlación
de Wilkie Chang como se puede ver en la ecuación 2, que introduce ecuaciones teóricas
modificadas.
1

𝐷𝐴𝐵 = 7,40 𝑥

(∅𝐵 𝑀𝐵 )2 𝑇
10−8 𝜇𝑉
0,6
𝐴

Ecuación 2
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Donde:
𝐷𝐴𝐵 = Difusividad (

𝑐𝑚2
𝑠

)

µ= Viscosidad de la solución (𝐶𝑝 )
𝑐𝑚3

𝑉𝐴 =Volumen molar del soluto como líquido a la temperatura normal de ebullición (𝑔𝑚𝑜𝑙)
∅𝐵 =Parámetro de asociación para el solvente
𝑀𝐵 =Peso molecular el solvente (𝑔𝑚𝑜𝑙)
T= Temperatura (K)

1.4.2.2Análisis dimensional:
El transporte de cantidad de movimiento, materia y energía, así como los de velocidad, no
siempre se pueden evaluar por ecuaciones diferenciales. El análisis y simulación de procesos,
se pueden tratar por análisis matemático, utilizando leyes fisicoquímicas, pero en otros
procesos esto no es posible, por lo que se puede proceder a tener un análisis dimensional
(Orrego, 2003). La aplicación de esto no conduce una descripción matemática completa, sin
embargo, estos argumentos pueden establecer ciertas relaciones entre las variables que pueden
ser sometidas a medida. Estás relaciones son de gran utilidad en la deducción de expresiones
para el cambio de escala, teniendo en cuenta modelos físicos representativos de un sistema.
Algunos parámetros adimensionales han sido utilizados para describir un comportamiento
dinámico entre fluidos, utilizando variables como densidad, área, longitud, velocidad y
viscosidad. Estas correlaciones de algunos números adimensionales son basadas en trabajos
experimentales, teniendo en cuenta el mecanismo de transporte (Orrego, 2003). A
continuación, se presenta algunos números adimensionales útiles en las correlaciones
semiempiricas de los fenómenos de transporte:
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•

Número de Reynolds: Está relacionado con la transferencia de momento e interpretado
por la relación de las fuerzas de la inercia a las fuerzas de viscosidad, como se muestra
en la ecuación 3.
𝑅𝑒 =

𝜌∗𝑣∗𝐷𝑖
𝜇

Ecuación 3

Donde:
𝑅𝑒=Nùmero de Reynolds
𝐾𝑔

ρ= Densidad (𝑚3 )
µ=Viscosidad (pa ∗ s)
𝑚

v=Velocidad ( 𝑠 )
𝐷𝑖 = Diámetro del reactor (𝑚)

•

Número de Schmidt: Está relacionado con la transferencia de masa e interpretado por
la relación entre la viscosidad cinemática con la difusividad másica, como se muestra
en la ecuación 4.
𝑣

𝑆𝑐 = 𝐷

Donde:
𝑆𝑐= Nùmero de Schmidt
𝑣 =Viscosidad cinematica (
𝑐𝑚2

𝐷𝐴𝐵 =Difusividad (

𝑠

)

𝑐𝑚2
𝑠

)

𝐴𝐵

Ecuación 4
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•

Número de Sherwood: Está relacionado con la transferencia de masa y su coeficiente,
como se muestra en la ecuación 5.
𝑆ℎ =

𝐾𝐿 ∗𝐷𝑝
𝐷𝐴𝐵

Ecuación 5

Donde:
𝑆ℎ= Nùmero de Sherwood
𝐷𝑝= Diametro de particular (𝑐𝑚)
𝑐𝑚2

𝐷𝐴𝐵 = Difusividad (

𝑠

)

𝐾𝐿 = Coeficiente de transferencia de masa (

𝑐𝑚
𝑠

)

La correlación para la transferencia de masa para un fluido alrededor de una esfera, está
dada a través de la correlación de Frossling, como se muestra en la ecuación 6.
1
2

𝑣

1
3

𝑆ℎ = 2 + 0.6 ∗ (𝑅𝑒) ∗ (𝐷 )
𝐴𝐵

Donde:
𝑅𝑒=Nùmero de Reynolds
𝑣 =Viscosidad cinematica (
𝑐𝑚2

𝐷𝐴𝐵 =Difusividad (

𝑠

)

𝑐𝑚2
𝑠

)

Ecuación 6
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2. ESTADO DEL ARTE
En el proyecto realizado por Bohórquez (2016) se evaluó la producción de
galactooligosacáridos a partir del lactosuero empleando la enzima β– galactosidasa de origen
comercial (Kluyveromyces lactis), donde se realizó la síntesis de los GOS por lotes a diferentes
temperaturas de 40°C, 45°C y 50°C en un reactor, con diferentes relaciones de enzima –
sustrato (E/S) las cuales fueron 0,0103, 0,0154 y 0,00592 mL de preparado enzimático/g de
lactosa. Obteniendo como resultados que existe una relación entre la temperatura y la relación
enzima-sustrato para la producción de GOS, por lo que se obtuvo que la mejor temperatura
para la formación de GOS es a 45 °C con una relación enzima-sustrato de 0,0103 mL de
preparado enzimático/g de lactosa con una producción de 43,39 g de GOS/h.
En el estudio realizado por Rico (2018), se evaluó la producción de galactooligosacáridos a
partir del lactosuero empleando la enzima β-galactosidasa de Kluyveromyces lactis, además se
realizó la implementación de la β-galactosidasa + glucosa oxidasa con el fin de aprovechar la
glucosa para producción de ácido glucónico y observar el efecto de ultrasonidos de potencia
en la actividad de las enzimas mencionadas anteriormente. Obteniendo como resultados que
los minerales que se encuentran presentes en el suero, pueden generar efecto inhibidor sobre la
producción de GOS, en cuanto, al uso de ultrasonidos de potencia se obtuvo que no tiene ningún
efecto en la enzima β-galactosidasa, pero en la enzima glucosa oxidasa si genera que su
actividad se incremente hasta ocho veces. Como conclusión se recomienda, eliminar los
minerales presentes en el sustrato para obtener mejores rendimientos en la producción de GOS.
A partir de este proyecto, se identificó que la presencia de minerales y proteínas en el lactosuero
debía ser muy baja para no interferir en la transgalactosilación, con el fin de obtener resultados
favorables frente a la producción de GOS. Así mismo, se empleó la metodología de HPLC para
la cuantificación de GOS.
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En el estudio elaborado por Guio (2014), se evaluó la producción de galactooligosacáridos
empleando lactosa y lactosuero deshidratado con la enzima Lactozym libre e inmovilizada. La
síntesis de GOS, se realizó a diferentes temperaturas, pH y concentración de lactosa, para ello,
las temperaturas empleadas fueron de 30,40 y 50ºC, el pH 5.5, 6.0 y 6.5 y la concentración
inicial de lactosa de 300, 400 y 500 g/L. Obteniendo que las mejores condiciones de tratamiento
eran en pH 6.0 y concentración de 333 g/L, con un rendimiento en la producción de GOS de
32,7% y 24,5% con lactosa y lactosuero, respectivamente. A partir de esta tesis, se determinó
las condiciones adecuadas de las variables en el proceso y se empleó la metodología descrita
en este proyecto.
En el estudio realizado por Gómez y Sánchez (2019), se determinó los diversos usos que se
pueden dar al lactosuero, teniendo en cuenta que genera un problema ambiental y económico
en Colombia. Por ello, representan la producción de galactooligosacáridos como una
alternativa de desarrollo e innovación para la industria de lácteos, con el fin de obtener un
mayor aprovechamiento de este residuo y reducir los problemas ambientales obteniendo
beneficios económicos. A partir de este artículo de revisión, se identificó que el lactosuero debe
ser empleado en el desarrollo de nuevos productos como los GOS, puesto que son una excelente
estrategia con beneficio nutricional para valorizar el lactosuero.
En el estudio elaborado por Vargas (2017), se evaluó la producción de etanol usando lactosuero
como sustrato utilizando las levaduras Kluyveromyces marxianus y Kluyveromyces lactis, para
ello se evaluó la producción de etanol de cada levadura, el consumo de sustrato y el crecimiento
celular empleando el biorreactor bajo condiciones de 200 RPM durante 34 h a 32 °C.
Obteniendo finalmente como resultados que la producción de etanol más eficiente se obtiene
por la levadura K. marxianus presentando rendimientos de 73% y concentraciones de etanol
alrededor de los 50 mL/L, ya que para la levadura K. lactis donde se obtuvo rendimientos de
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68% y concentraciones alrededor de los 30 mL/L. De esta tesis de posgrado, se empleó el
procedimiento e instructivo de funcionamiento descrito para el biorreactor (bioflo 110) de 5L.
En el estudio elaborado por Rodríguez y Roa (2017) se realizó el diseño e implementación del
protocolo institucional para el uso del biorreactor en condiciones aerobias ubicado en el Centro
Tecnológico de Ambiente y Sostenibilidad (CTAS) por medio de la remediación de agua
contaminada con hidrocarburo crudo por medio del uso de un consorcio microbiano.
Obteniendo como resultados por medio de un diagnóstico inicial, que era necesario realizar
ajustes en la programación del equipo, en el sistema eléctrico e instalar un medidor de presión
y una válvula de seguridad. De esta tesis de pregrado, se empleó el procedimiento e instructivo
de funcionamiento descrito para el biorreactor de marca Actum de 25 L.
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3. OBJETIVOS

GENERAL
Evaluar el efecto de escalado en la producción de Galactooligosacáridos usando βGalactosidasa de Kluyveromyces lactis.

ESPECIFICOS
● Establecer las condiciones de operación para el pretratamiento del lactosuero.
● Desarrollar experimentalmente la producción de GOS con la enzima β- Galactosidasa
de Kluyveromyces lactis a escala de 0,1 L.
● Evaluar la producción de GOS a escala de 3 y 20 L, con base a los criterios de
escalamiento.
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4. MATERIALES Y METODOS
En esta sección se describirá el proceso para la obtención y caracterización fisicoquímica de la
lactosa, mediante pretratamientos y caracterización al lactosuero. Además de ello para la
evaluación de la producción de GOS a partir del lactosuero, se determinó un proceso de
escalado de 0.1 L, 3L y 20 L con unas condiciones generales y una cuantificación por medio
de cromatografía.
4.1 Pretratamiento del lactosuero
4.1.1 Descremado: Esta operación se llevó a cabo por medio de una centrifugación con el fin
de separar residuos de crema que se encuentran en el lactosuero. El equipo utilizado fue de
marca MOTOR SICH en donde las condiciones del equipo fueron a temperatura de 50°C en
flujo de 100 L/h (Comek, 2013).
4.1.2 Desmineralización: Este se realizó por medio de un lecho mixto, teniendo dos tipos de
resinas: intercambiador catiónico, marca Lewatit C249 y aniónico básicas, marca Amberlite
IRA402 CI. Este procedimiento consiste, en que por la parte superior de la columna se
introduce el lactosuero con un caudal de 60 m3/s hasta un nivel ubicado unos 10 cm de la
superficie de las resinas, para tener una debida distribución (ver figura 4-1). Al realizar el
procedimiento cada resina se saturó, por lo que se debía regenerar empleando dos tipos de
reactivos; para la resina catiónica se empleó ácido clorhídrico al 5% y para la resina aniónica
se empleó hidróxido de sodio al 4% (Solís, Navas y Vélez, 2017).
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Figura 4-1. Equipo que se realizó para la desmineralización.
4.1.3 Prueba de conductividad eléctrica: Esta prueba se realizó al iniciar la
desmineralización del lactosuero y cada vez que esté pasaba por las resinas, con el propósito
de identificar si las resinas se encontraban saturadas y a la vez identificar si los minerales
presentes en el lactosuero habían reducido. Para ello, se tomó de cada muestra un volumen
entre 40-50 mL, teniendo en cuenta que la temperatura estuviera en 25°C con el fin de no
afectar el resultado. La lectura se generó por medio de sensores marca METROHM, teniendo
una unidad de medición siemens por metro (S/m) (Aramendiz, Alzate y Cardona, 2017).
4.1.4 Concentración de lactosa: Lo primero que se realizó, fue la verificación del evaporador
de simple efecto marca JJ INDUSTRIAL; con el fin de determinar el correcto funcionamiento.
Para dar inicio al procedimiento se encendió el evaporador y se verificó que las válvulas de
suministro de agua se encontraran abiertas, se verificó el nivel del tanque, la torre de
condensación, el cierre de todas las válvulas para promover el vacío y que la entrada de agua
en la torre de enfriamiento se encontrara abierta, luego se encendió la bomba de vació y se
esperó que el vació llegara a una presión de 15 a 20 inHg. Después se realizó el succionamiento
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de la lactosa y se inició con el proceso, llevando el seguimiento cada 5 minutos, verificando
que la lactosa llegara aproximadamente a 33° Brix para poder dar fin a la evaporación.
4.1.5 Determinación de solidos solubles: Se determinó cada 5 minutos la cantidad de ºBrix
en el proceso de evaporación del lactosuero, por medio del refractómetro de marca ATAGO;
en un rango de 28-42%, teniendo una alícuota de 1 mL de la muestra.
4.2 Producción de GOS a diferentes escalas:

Tabla 4-1. Condiciones generales del proceso para la obtención de GOS.

Volumen de reacción (medio)

0.1, 3 y 20 L

Enzima

β-galactosidasa

Temperatura de reacción

45± 1°C

pH

6.0

Tiempo de reacción

Evaluando 0,20,40,60,80 y 100 min

Agitación (para 0,1 L)

150 rpm

Concentración de sustrato (lactosa)

33%

Cantidad de enzima
0,1 L

0,05 mL

3

1,5 mL

L

20 L

10

mL

La enzima utilizada en el proceso para la investigación fue HA-Lactase® 5200, una βgalactosidasa obtenida de la levadura K. lactis. Está es usada para productos lácteos, en las
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cuales se necesita la hidrolisis de la lactosa, para productos deslactosados y reducción del
azúcar. Es por ello que fue empleada para la producción de GOS.
En la tabla 4-1 se representa condiciones generales del trabajo. Estas están descritas en mayor
detalle para cada escala a continuación:
● Proceso de 0,1 L:
Se empleó 0,1 L de lactosuero en polvo (43 g) en buffer de fosfato de potasio a 0.1 M, en
concentración de 33 ºBrix, a una velocidad de 150 RPM a 45º C y pH 6.0, manteniendo
esta temperatura durante la reacción. Luego se agregó 0,05 mL de la enzima previamente,
después se tomó 1 mL de la solución en los tiempos 0, 20, 40,60 ,80 y 100 min. Seguido,
se dejó cada muestra durante 10 min en agua en ebullición y luego en choque térmico en
baño de hielo por 5 min para detener la reacción enzimática. Esta metodología, se realizó
como lo explica Guío (2014).
● Proceso de 3 L:
Para llevar a cabo la producción de GOS, se realizó de acuerdo al procedimiento anterior
de 0,1 L. Por ello se empleó la solución de 3L de lactosuero en polvo (1614 g) en buffer de
fosfato de potasio a 0.1 M, en concentración de 33 ºBrix, a 45º C y pH 6.0, manteniendo
esta temperatura durante la reacción. El equipo utilizado fue el biorreactor de marca NEW
BRUNSWICK SCIENTIFIC, cómo se identifica en la figura 4-2, con una capacidad de
hasta 5 L; las dimensiones del equipo están dadas en centímetros y tiene una turbina de
disco con paletas planas. Debido a que este en este proceso se va a aplicar la variable de
escalado escogida (potencia por unidad de volumen), es necesario calcular la cantidad de
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RPM de la agitación, por medio de la ecuación 1. Esta metodología, se realizó como lo
explica Vargas (2017).

Figura 4-2. Dimensionamiento del biorreactor de 5 L (las medidas están dadas en cm).

● Proceso de 20 L:
Para llevar a cabo la producción de GOS, se realizó de acuerdo al procedimiento anterior
de 0,1 L, para ello se empleó la solución de 20L de lactosuero en polvo (10 kg) en buffer
de fosfato de potasio a 0.1 M, en concentración de 33 ºBrix, a 45º C y pH 6.0, manteniendo
esta temperatura durante la reacción. El equipo utilizado fue el Biodigestor de marca
ACTUM, con control de velocidad en cuanto a agitación, pH, temperatura, mediante una
resistencia, como se identifica en la figura 4-3, las dimensiones del equipo están dadas en
centímetros y tiene una turbina disco con 6 paletas planas. Además, se tuvo en cuenta la
ecuación 1, para el respectivo escalamiento. El correcto funcionamiento del equipo se
realizó como lo explica Roa y Rodriguez (2017).

36

Escalado de la producción de Galactooligosacáridos a reactor discontinuo de 3 y 20 litros
usando β- Galactosidasa Kluyveromyces lactis libre.

Figura 4-3. Dimensionamiento del biodigestor de 20 L (las medidas están dadas en cm).

4.3 Cuantificación de GOS por medio de cromatografía:
4.3.1 Pretratamiento de las muestras
Antes de realizar la cuantificación, las muestras (ver anexo 1) se diluyeron en 1:20 con agua
desionizada y filtraron en filtros de acetato de celulosa de 0,22 µm, luego fueron almacenadas
a 4ºC, para realizar la cuantificación de azúcares por HPLC.
4.3.2 Cuantificación de azucares por HPLC
La cuantificación de las concentraciones de lactosa, glucosa y galactosa se determinaron por
medio de una columna Benson BP100Na que permite la separación de oligosacáridos hasta un
DP de 10, operada con un sistema HPLC facilitado por el laboratorio del Departamento de
Ingeniería Química de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogotá, en donde al equipo
es acoplado a un detector de índice de refracción Shodex RI-101 (Showa Denko K.K., Japan).
El eluyente empleado fue agua destilada, desionizada y desgasificada a un caudal de 0,54
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mL/min como fase móvil y temperatura de 80°C, usando un volumen de inyección de 20μl.
Para el correcto funcionamiento del equipo, el instructivo que se empleó fue de Rico. F (2018).
En la cuantificación de los galactooligosacáridos se aplicó la curva de calibración para lactosa
y monosacáridos, los GOS se determinaron por balance de materia. Como variable de respuesta
en el diseño experimental se definió el rendimiento de la reacción hacia la producción de GOS
(YGOS), con la siguiente ecuación:

𝑀

𝑌𝐺𝑂𝑆 = 𝑀 𝐺𝑂𝑆−𝐹𝐼𝑁𝐴𝐿 𝑋 100
𝐿𝐴𝐶−𝐼𝑁𝐼𝐶𝐼𝐴𝐿

Ecuación 7

Donde:
•

MGOS-FINAL= Masa de los GOS obtenidos al final de la reacción.

•

MLAC-INICIAL =Masa de lactosa en el tiempo 0 de la reacción.

4.4 Medida de Viscosidad: Esta operación se realizó por medio del viscosímetro de rotación
digital a 150 RPM, para ello se tomó cada 20 minutos de la reacción en los tiempos (0, 20, 40,
60, 80 y 100) una muestra de 25 mL en un beaker, la cual se sumergió en la aguja apropiada
del viscosímetro hasta esperar el resultado.
4.5 Variables
4.5.1 Respuesta:
La productividad de GOS (g/L min) se calculó como la masa de GOS total por el volumen de
medio de reacción y tiempo de reacción, el rendimiento en la producción se calculó como la
masa de GOS por la concentración inicial de lactosa.
4.5.2 Independientes: Diámetro del reactor y volumen de reacción.
4.5.3 Dependientes: Agitación (RPM), producción, viscosidad y rendimiento de GOS.
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4.5.4 Constantes: pH, tiempo de reacción, temperatura de reacción y concentración
de lactosa inicial.
4.6 Análisis estadístico: Se realizó por medio del análisis de varianza (ANOVA) para cada
escala propuesta anteriormente a las variables correspondientes, en caso de diferencias la
prueba que se llevó a cabo fue Tukey. Indicando que para un nivel de significancia del 5%,
todos los factores tienen un efecto estadísticamente significativo sobre la respuesta estudiada.
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5. RESULTADOS Y ANALISIS
En esta sección se mostrará los resultados obtenidos durante el pretratamiento y caracterización
del lactosuero y cada etapa para la producción de GOS. Además de ello se establecerán
rendimientos en cada proceso y el análisis de transferencia de masa en las diferentes escalas
evaluadas, teniendo en cuenta los números adimensionales asociados al criterio de
escalamiento. Para finalizar se establece el análisis de la viscosidad en la reacción y la
cuantificación de azúcares en cada escala.
5.1. Rendimiento en cada operación del pretratamiento del lactosuero
A partir de los volúmenes obtenidos en cada operación del pretratamiento del lactosuero, se
llevó a cabo un análisis de rendimiento, como se muestra en la tabla 5-1. En donde se obtiene
un mayor porcentaje de rendimiento en el descremado, seguido por la desmineralización y por
último la evaporación.
Las pérdidas que se obtuvieron en el descremado fueron del 10%, esto debido a la cantidad de
grasa que contiene el lactosuero utilizado. En un estudio realizado por Callejas, Prieto, Reyes,
Marmolejo y Méndez (2012), determinan que la composición promedio del lactosuero en
cuanto a grasa es del 5%, pero este valor puede variar debido al proceso realizado para la
elaboración del queso y los motivos tecnológicos que lo requieren.

Tabla 5-1. Resultados de los rendimientos en cada operación del pretratamiento del
lactosuero.
Operación

Rendimiento (%)

Descremado

90

Desmineralización

83,3
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Evaporación

4

Durante la desmineralización el rendimiento que se obtuvo fue alto, sin embargo, las pérdidas
del 16,7% se deben a que parte del lactosuero pudo haber quedado en la columna dentro de las
resinas generando estas pérdidas.
En la evaporación, se identifica que hay una baja productividad en la operación, debido a que
el lactosuero está compuesto principalmente por agua, el cual es de 93 a 94% aproximadamente
(Servicio Nacional de Aprendizaje, 2015), por lo tanto, se elimina parte de ésta por
evaporación, obteniendo un producto con menor peso que retiene todo su extracto seco.
Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores, es posible decir que el rendimiento con el
lactosuero líquido que fue obtenido por quesos italianos el Vecchio, no se puede utilizar por
múltiples factores; uno de ellos es que el producto no tuvo el transporte adecuado, ya que no
se mantuvo la temperatura adecuada de refrigeración, teniendo un aumento en la acidez del
producto. Así mismo, en el proceso de la desmineralización las resinas de intercambio aniónico
y catiónico disminuyen la cantidad de minerales, teniendo un resultado favorable, pero en un
tratamiento prolongado, ya que no se contaba con gran cantidad de resinas, puesto que su costo
es elevado, llevando esto, a tener el lactosuero en contacto con el ambiente un tiempo
prolongado. Además de ello el uso continuo de químicos (NaOH y HCl), para la regeneración
de las resinas, ocasionan altos costos operativos y tiempos muertos en el tratamiento,
igualmente, estos contaminan el ambiente existente para los operarios del área (Larios.,
Mujica., Rodríguez., Pérez, 2007), debido a que puede ocasionar vapores en el ambiente y
corrosión en equipos.
Al finalizar el pretratamiento se identificaron dos variables importantes, una de ellas es la
conductividad, en donde al iniciar el proceso se encontraba en 6 µS y al terminar la
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desmineralización total del lactosuero se encontró en 0.34 µS, lo cual disminuye en un 94.3%
respecto a la conductividad inicial y al concentrar el lactosuero se encontró en 1.24 µS, por lo
que aumenta la conductividad un 2.4% respecto a la obtenido cuando se terminó el proceso de
desmineralización, esto es debido a que el aumento de la temperatura que se ejerció en el
evaporador modifica la conductividad un 2% (Catalán. J, 1969).
La segunda variable es el pH, en donde al terminar las operaciones del pretratamiento, se
obtuvo un valor de 2.68, el cual no es adecuado ya que el pH normal del lactosuero debe estar
entre 4.7 y 4.3 (Artavia. W, 1999). Este valor final, fue debido al estado sanitario deficiente del
lactosuero, ya que se desarrolló microorganismos que desdoblaron la lactosa convirtiéndose en
ácido láctico (Celis y Juárez,2009), mediante una fermentación; a causa de los cambios de
temperatura que se realizaron para el proceso de desmineralización.
Por ello se tomó la decisión de comprar el lactosuero en polvo parcialmente desmineralizado,
con el fin de disminuir costos por la desmineralización y aumentar tanto, el rendimiento del
proceso como él tiempo.

5.1.1 Caracterización del Lactosuero parcialmente desmineralizado
En la tabla 5-2 se evidencia las características del lactosuero que fue adquirido en la empresa
ROCSA (los análisis realizados por el proveedor se encuentran en el anexo 5).
De acuerdo a estas características, el lactosuero declarado como parcialmente desmineralizado
presenta un bajo contenido de minerales, con el fin de no afectar la producción de GOS, debido
a que los presentes minerales en el lactosuero influyen sobre la enzima β-galactosidasa de
Kluyveromyces lactis durante la transgalactosilación de la lactosa generando disminución de la
producción de GOS. Rico (2018) afirma que de los minerales presentes en el lactosuero el
potasio y el calcio inhiben la actividad de la enzima β-gal, por lo que la transgalactosilación
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disminuye a medida que se aumenta la concentración de estos minerales en el medio de
reacción, lo mismo es reportado por Otieno (2010), quien afirma que el calcio tiene un efecto
inhibidor sobre la hidrolisis de la enzima, por ello los minerales deben ser eliminados del
lactosuero, para obtener los resultados esperados frente a la producción de GOS.
Tabla 5-2. Caracterización del lactosuero por componentes.
Componente Cantidad (%)
Proteína
12,5
Cenizas
4,80
Lactosa
75,6
Humedad
1,98
Grasa

1

En cuanto al contenido de proteína que es de 12.5% de acuerdo a Rico (2018), esta no tiene
ningún efecto en la producción de GOS, puesto que él identificó que durante la reacción, la
enzima es capaz de consumir la lactosa en la misma velocidad a cualquier concentración de
proteína, por ello, a partir del análisis estadístico demostró que no existía ninguna diferencia
en función del contenido de proteína a diferentes concentraciones para la producción de GOS,
glucosa y galactosa. Sin embargo, al revisar otras fuentes bibliográficas Guio (2014), afirma
que la presencia de iones y proteínas presentes en el lactosuero, pueden afectar la reacción al
alterar la transgalactosilación y con ello disminuir la producción de GOS, en altas
concentraciones de lactosa.

5.2 Transferencia de Masa
Durante el escalamiento de procesos, los valores de transferencia de masa pueden variar
significativamente y limitar la productividad. Por ello, para analizar la transferencia de masa,
se empleó los números adimensionales que permiten describir el comportamiento de este
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fluido, teniendo en cuenta el coeficiente global de transferencia (𝐾𝐿 ) para cada una de las
escalas empleadas. Para ello se analizó el número de Reynolds, el número Sherwood, el número
de Schmidt y la correlación de Wilkie Chang que describe la difusividad, como se observa en
la tabla 5-3 y el anexo 6, donde se identifica que el número de Reynolds aumento durante el
escalamiento, esto debido a que la fuerza inercial aumenta por el diámetro del reactor de la
escala. El número de Sherwood el cual está directamente relacionado con el número de
Reynolds aumento al cambiar de escala, debido a que si el número de Reynolds aumenta el
número de Sherwood aumenta.
Tabla 5-3. Números adimensionales y propiedades de transporte para determinar la
transferencia de masa en las escalas evaluadas.
Números adimensionales y
Volumen (L)
propiedades de transporte

0,1

3

20

Número de Reynolds

0,63

1,89

2,54

Número de Schmidt

1,09 𝑥 1013

1,09 𝑥 1013

1,09 𝑥 1013

Número de Sherwood

10581,54

18326,31

21244,88

7,06𝑥 10−11

7,06𝑥 10−11

7,06𝑥 10−11

1,09

1,90

2,21

𝑐𝑚2

Difusividad (

𝑠

)

Coeficiente de transferencia
de masa (

𝑐𝑚
𝑠

)

De acuerdo a la difusividad (Tabla 5-3), se determina que no hay cambios, ya que durante el
análisis se identificó que la viscosidad no cambio en las tres escalas evaluadas, como lo
menciona Muñoz (2016) la difusividad en condiciones concentradas difiere de las soluciones
diluidas, debido a cambios en la viscosidad con la concentración. Lo que indica que la
difusividad no cambia, cuando no hay diferencias entre la viscosidad.
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Para el número de Schmidt (Tabla 5-3) se identifica que se mantiene constante, debido a que
está dado en función de la viscosidad y la difusividad, obteniendo que estás variables no
cambian en los diferentes volúmenes del escalamiento, debido a que el flujo del fluido en la
reacción no tiene cambio.
Así mismo en la tabla 5-3, se observa que al aumentar la escala, también aumenta el diámetro
y por ende, es mayor el coeficiente de transferencia de masa. De acuerdo con el estudio
realizado por Marín (2019), el parámetro de 𝐾𝐿 influye de manera directa sobre la velocidad
especifica de la escala por lo que al ir aumentando la escala el valor de transferencia también
aumenta (Muñoz, 2016).
5.3 Criterio de escalamiento
El criterio de similitud empleado es mantener potencia por unidad de volumen constante (P/V),
debido a que la limitación la plantea la agitación del fluido. Este criterio, se determina mediante
la ecuación 1. Como se puede evidenciar en la tabla 5-4 y el anexo 7, la velocidad angular del
mezclado disminuye cuando se aumenta la escala, esto debido a que en escalas pequeñas las
fuerzas entre las partículas son mayores comparadas con las fuerzas de inercia. Así, las
partículas no son capaces de alcanzar una debida fluidización (Prada. A, 2014), por lo que se
puede conseguir, por medio de una agitación inducida al sistema. Cuando existe una mayor
fuerza inercial en el sistema, la transferencia de masa aumenta, ya que el contacto de la enzima
con el medio fluidizado en este caso el lactosuero también aumenta, permitiendo un buen
transporte masico al aumentar la escala y disminuyendo la agitación, en comparación a una
escala pequeña.
Tabla 5-4. Valores de velocidad angular en las tres escalas evaluadas.
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Escala (L)
Velocidad
angular
(RPM)

0.1

3

20

150

86.31

74.16

Por ello, para el factor de escalamiento P/V potencia de agitación por unidad de volumen, la
velocidad del mezclado puede disminuir al cambiar de escala, como lo reporta Muñoz (2016)
en su estudio, donde analiza que la velocidad de mezclado se reduce con el aumento de la
escala.
5.4 Medición de la viscosidad en la producción de GOS
En la figura 5-1 se sintetiza el efecto que tiene la producción de GOS y la viscosidad a partir
de un tiempo en específico, para determinar el posible comportamiento en la muestra e
identificar si hay una dependencia directa entre el comportamiento reológico de la reacción con
la transferencia de masa del sistema.

Figura 5-1. Comportamiento reológico en la reacción a 0,1 L, para la producción de GOS.

Los datos obtenidos se analizaron estadísticamente mediante análisis de varianza (anexo 8.1),
teniendo en cuenta el valor de P que al ser en este caso 0,97 (P>0.05), no hay diferencias
significativas entre los ensayos realizados.
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Teniendo en cuenta que es un escalamiento basado en mantener equivalencias de P/V, los
cambios de la viscosidad son despreciables, en comparación con las magnitudes de la velocidad
de consumo de sustrato (Marín, 2019); por lo que el escalamiento es exitoso mayoritariamente.

5.5 Producción de GOS a escala de 0,1 L.
En la figura 5-2, se presenta el contenido de lactosa, glucosa, galactosa y GOS con respectó al
tiempo, en concentración inicial de 33% de lactosa. Evidenciando que la concentración de
lactosa disminuye durante la reacción y el contenido de glucosa, galactosa y GOS aumenta con
respecto al tiempo.
Por lo tanto, en la figura 5-2 se observa la disminución de la concentración de lactosa durante
el transcurso de la reacción, para su conversión en GOS (transgalactosilación) y producción de
glucosa y galactosa (hidrolisis) (Delgado, 2017). La conversión de lactosa final fue de 25,68%.
De acuerdo a Guio (2014) la conversión de lactosa al cabo de 100 minutos fue de 78.8%, para
Rico (2018) en la reacción control se reportó una reducción del 80% de la lactosa. Por lo tanto,
de acuerdo a los resultados se determina que la velocidad de conversión de lactosa fue baja,
afectando con ello la producción de GOS, debido a que no hubo un buen control de la
temperatura durante el procedimiento, ya que, el equipo no lograba mantener la temperatura
constante, con una desviación del ± 3, lo que afecto la enzima y con ello la producción de
GOS. Como lo indica Guio (2014) la temperatura de reacción, tiene un efecto significativo
sobre la producción de GOS.
Así mismo, se identifica el aumento de la producción de glucosa durante el transcurso de la
reacción (figura 5-2), esto debido a que la enzima β- Gal no puede usar la glucosa presente en
la lactosa como aceptor, es decir, que la glucosa actúa como un inhibidor no competitivo (Guio,
2014) por ello se identifica gran presencia de este compuesto en el medio de reacción. Delgado

47

Escalado de la producción de Galactooligosacáridos a reactor discontinuo de 3 y 20 litros
usando β- Galactosidasa Kluyveromyces lactis libre.

(2017) reporta que la relación de Glucosa/galactosa permite evaluar la hidrólisis vs
transgalactosilación, por ello afirma que a medida que aumenta esta relación y es mayor a 1, la
reacción de transgalactosilación se ve favorecida, puesto que la galactosa del medio se reduce
para incorporarse a los GOS y la glucosa libre actúa como inhibidor no competitivo. Esto
concuerda con los resultados obtenidos, puesto que la relación de glucosa/ galactosa que se
obtuvo es de 1.2, lo que indica que la producción de GOS no se vio afectada por el incremento
de glucosa durante la reacción.

Figura 5-2. Concentración de sacáridos (volumen de 0,1 L) en función del tiempo de reacción
A) GOS, B) lactosa, C) glucosa y D) galactosa.
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Rodríguez (2015) afirma que la galactosa puede actuar como un inhibidor competitivo tanto de
la hidrólisis como de la transgalactosilación, así mismo afirma que altas concentraciones
pueden inhibir la enzima afectando la producción de GOS, por lo tanto, de acuerdo a los
resultados obtenidos (figura 5-2) se identifica que la producción de galactosa en el medio no
fue alta (25g/L), en comparación con otros autores como Guio (2014) quien en 100 minutos
con las misma concentración inicial de lactosa obtuvo 90 g/L, mientras que Rodríguez (2015)
empleando β- Gal con una concentración inicial de 46 g/L de lactosa obtuvo aproximadamente
70 g /L. Por lo cual, se identifica que la concentración de galactosa fue baja en el medio esto
debido a la baja conversión de lactosa y al alto consumo de galactosa en la síntesis la
producción de GOS, ya que, parte de la galactosa producida en la reacción se transfirió a los
GOS (Torres, Teixeira, Goncalves y Rodrigues, 2010).
Para la producción de GOS (figura 5-2), se identifica que aumento durante el tiempo de
reacción sin verse afectada por la producción de glucosa ni de galactosa en el medio, al cabo
de 100 minutos se obtuvo una producción de 38 g/L. Teniendo un rendimiento de la reacción
hacia la producción de GOS (YGOS) con un valor de 12.01%, el cual es bajo en comparación
con otros autores, como Guio (2014) que obtuvo un rendimiento del 24.15%, esto debido a que
la mayor producción de GOS según este autor se registra después de alcanzar un 50 % de la
conversión de la lactosa. Lo que indica, que la temperatura es el factor que disminuyo la
producción de GOS debido a la dificultad en el control de esta, lo que pudo afectar el
desempeño de la enzima y producción de GOS (Guio, 2014).
Los datos obtenidos a partir de la cuantificación de las concentraciones en el equipo de HPLC
para la escala de 0,1 L, se analizaron estadísticamente, como lo muestra la tabla 9-2 y el anexo
8.2. Al realizar el análisis estadístico se establece que entre los dos ensayos realizados para la
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primera escala no existen diferencias significativas, debido a que el valor P de los diferentes
sacáridos es mayor al nivel de significancia escogido sobre los sacáridos estudiados, en las
condiciones del proceso.
5.6 Producción de GOS a escala de 3 L.
En la figura 5-3, se presenta el contenido de lactosa, glucosa, galactosa y GOS con respectó al
tiempo, en concentración inicial de 33% de lactosa. Evidenciando que la concentración de
lactosa disminuye durante la reacción y el contenido de glucosa, galactosa y GOS aumenta con
respecto al tiempo.
Por lo tanto, a partir de la figura 5-3 se identifica la disminución en la concentración de lactosa
durante el transcurso de la reacción, obteniendo una conversión final del 45,7%. La cual, fue
mayor en comparación a la producción de 0.1 L, esto debido a que durante esta reacción, hubo
un buen control de la temperatura durante el procedimiento, lo que no afecto la actividad de la
enzima. Sin embargo, fue baja en comparación con otros autores como Guio (2014) que obtuvo
una conversión de lactosa al cabo de 100 minutos de 78.8%, lo que indica que la velocidad de
conversión de lactosa fue baja, afectando con ello la producción de GOS.
Así mismo, se identifica el aumento de la producción de glucosa durante el transcurso de la
reacción (figura 5-3), obteniendo una producción de 57 g/L. Esto debido a que como se
mencionó anteriormente, la enzima β- Gal no puede usar la glucosa presente en la lactosa como
aceptor, es decir, que la glucosa actúa como un inhibidor no competitivo y por ello se observa
la presencia de este compuesto en la reacción (Guio, 2014). De acuerdo a Delgado (2017) la
relación de Glucosa/galactosa permite evaluar la hidrólisis vs transgalactosilación, por ello
afirma que a medida que aumenta esta relación y es mayor a 1, la reacción de
transgalactosilación se ve favorecida, puesto que la galactosa del medio se reduce para
incorporarse a los GOS y la glucosa libre actúa como inhibidor no competitivo. Esto concuerda
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con los resultados obtenidos, puesto que la relación de glucosa/ galactosa que se obtuvo es de
1.2, lo que indica que la producción de GOS no se vio afectada por el incremento de glucosa
durante la reacción.

Figura 5-3. Concentración de sacáridos (volumen de 3 L) en función del tiempo de reacción
A) GOS, B) lactosa, C) glucosa y D) galactosa.
La producción de galactosa fue de 46 g/L. De acuerdo a diferentes autores, altas
concentraciones pueden inhibir la enzima afectando la producción de GOS, debido a que a
galactosa actúa como un inhibidor competitivo durante la reacción (Rodríguez, 2015).Sin
embargo, al compararse estos resultados con otros autores como Guio (2014) quien en 100
minutos con las misma concentración inicial de lactosa obtuvo 90 g/L, se determina que la
concentración final que se obtuvo de galactosa en la reacción fue baja debido al bajo consumo
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de lactosa y al alto consumo de galactosa en la síntesis la producción de GOS (Torres, Teixeira,
Goncalves y Rodrigues, 2010).

Para la producción de GOS, se observa que aumento durante el tiempo de reacción (figura 53) sin verse afectada por la producción de glucosa ni de galactosa en el medio. Teniendo un
rendimiento de la reacción hacia la producción de GOS (YGOS) con un valor de 14.67%, el
cual es bajo en comparación con otros autores, como Guio (2014) en condiciones similares de
reacción obtuvo un rendimiento del 24.15%, esto debido a que la mayor producción de GOS
según este autor se registra después de alcanzar un 50 % de la conversión de la lactosa. Lo que
indica, que el factor que disminuyo la producción de GOS fue la conversión de lactosa.

Los datos obtenidos a partir de la cuantificación de las concentraciones en el equipo de HPLC
para la escala de 3 L, no se analizaron estadísticamente, debido a que, no fue posible realizar
la repetición por cuestiones de infraestructura.
5.7 Producción de GOS a escala de 20 L.
En la figura 5-4, se presenta el contenido de lactosa, glucosa, galactosa y GOS con respectó al
tiempo, en concentración inicial de 33% de lactosa. Evidenciando que la concentración de
lactosa disminuye durante la reacción y el contenido de glucosa, galactosa y GOS aumenta con
respecto al tiempo.
Por lo tanto, a partir de la figura 5-4 se puede evidenciar que la concentración de la lactosa
disminuye, para la obtención de sacáridos (glucosa y galactosa) y producción de GOS. El
consumo de la lactosa al final de la reacción fue de 49,2%, estos resultados no concuerdan con
lo obtenido en el estudio de Guio (2014), ya que al cabo de 100 min de la reacción el consumo
de lactosa fue aproximadamente de 48%, debido a que las condiciones del proceso son
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similares, pero no iguales. Las concentraciones de todos los productos aumentaron al principio
de la reacción, pero llega un punto en que descendiente, esto debido a que al estar acercándose
hasta el punto de conversión de la lactosa 50% es decir en el tiempo 40 min, se puede tener
reacciones en simultaneo de hidrolisis y transgalactosilación (Tapas, Shubhrajyoti y Prashant,
2012), por lo que la transgalactosilación predomina en la etapa inicial de la reacción y después
la reacción de hidrolisis predomina.
Así mismo, se identifica un aumento y descenso de la producción de la glucosa durante el
transcurso de la reacción (figura 5-4), esto debido a lo explicado anteriormente en la escala 0,1
L. Igualmente la relación promedio de glucosa/galactosa que se obtuvo es de 1.2, lo cual indica
que la producción de GOS no se vio afecta por el incremento y descenso de la glucosa, ya que
si la relación es mayor a 1, la reacción de transgalactosilación se ve favorecida (Delgado, 2017).
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Figura 5-4. Concentración de sacáridos (volumen de 20 L) en función del tiempo de reacción
A) GOS, B) lactosa, C) glucosa y D) galactosa.
De acuerdo a los resultados obtenidos para la concentración de galactosa (figura 5-4) se puede
ver que aumenta en el transcurso de la reacción y tiene una concentración menor respectos a lo
obtenido de GOS y glucosa, con un valor obtenido al final de la reacción de 43 g/L, este valor
se acerca a lo que obtuvo Guío (2014) ya que al cabo de 100 min la concentración de galactosa
es de 40 g/L. Por lo cual, se determina que la producción de galactosa fue baja, ya que, parte
de la galactosa producida en la reacción se transfirió a los GOS (Torres, Teixeira, Goncalves y
Rodrigues, 2010).
Para la producción de GOS, se identifica que aumento durante el tiempo de reacción sin verse
afectada por la producción de glucosa y galactosa en el medio (figura 5-4). La mayor
producción de GOS se registró al acercarse al 50% en la conversión de lactosa, debido a que
los GOS formados durante la reacción comienzan a ser hidrolizados para producir
monosacáridos.
Se obtiene un rendimiento de la reacción hacia la producción de GOS (YGOS) de 14,33 %, el
cual es bajo en comparación al estudio realizado por Guío (2014), esto debido a que la
concentración de GOS vario durante la reacción, lo cual puede ser generado por la hidrólisis
de los GOS´3 en GOS´2 o isómeros de la lactosa los cuales quedaron identificados como
lactosa durante el proceso (Amaya y Tellez,2020).
Los datos obtenidos a partir de la cuantificación de las concentraciones en el equipo de HPLC
para la escala de 20 L, se analizaron estadísticamente, como lo muestra la tabla 9-3 y el anexo
8.2. Al realizar el análisis estadístico se establece que entre los dos ensayos realizados para la
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última escala no existen diferencias significativas, debido a que el valor P de los diferentes
sacáridos es mayor al nivel de significancia escogido, sobre los sacáridos estudiados.
5.8 Producción entre las diferentes escalas 0.1, 3 y 20 Litros de GOS.
En la figura 5-5, se presenta el contenido de lactosa, glucosa, galactosa y GOS con respectó al
tiempo, en las diferentes escalas evaluadas 0.1, 3 y 20 L. Evidenciando que la concentración
de lactosa disminuye durante la reacción y el contenido de glucosa, galactosa y GOS aumenta
con respecto al tiempo.

Figura 5-5. Concentración de sacáridos en las diferentes escalas propuestas (0.1, 3 y 20 L)
con respecto al tiempo de reacción A) GOS, B) lactosa, C) glucosa y D) galactosa.
La reacción enzimática fue estudiada en diferentes escalas, teniendo sacáridos asociados como:
lactosa, glucosa, galactosa y GOS. El análisis de varianza del diseño experimental indica que

55

Escalado de la producción de Galactooligosacáridos a reactor discontinuo de 3 y 20 litros
usando β- Galactosidasa Kluyveromyces lactis libre.

para un error del 5%, todas las escalas tienen un efecto estadísticamente significativo sobre los
sacáridos estudiados, como lo muestra la tabla 9-4 y el anexo 8.3. Al realizar el análisis
estadístico se establece que no existen diferencias significativas entre las escalas, debido a que
el valor P de los diferentes sacáridos obtenidos en la reacción, es mayor al nivel de significancia
escogido.
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6. CONCLUSIONES
•

En el pretratamiento del lactosuero de la empresa quesos italianos del Vechhio, se
obtuvo un rendimiento del 4%, este bajo porcentaje, se debió a la poca cantidad de
resina de intercambio utilizada para el proceso de la desmineralización, por ello se
empleó lactosuero en polvo parcialmente desmineralizado en las fases posteriores.

•

En la escala de 0,1 L, se obtuvo un rendimiento de la reacción a GOS del 12,01% y una
conversión de lactosa de 25,68%, los cuales al ser comparados con la literatura resultan
ser inferiores, debido al deficiente control de temperatura que se implementó en este
proceso.

•

El criterio de similitud dinámica empleado en el escalamiento requirió mantener
constante la relación P/V, lo que permitió obtener valores para la velocidad de agitación
en la escala 3 L de 86.31 RPM y en la escala 20 L de 74.16 RPM. Bajo estas condiciones
establecidas, no se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de los
productos de la reacción, lo que permite afirmar que el criterio aplicado fue el adecuado.

•

Se observó un aumento en los coeficientes de transferencia de masa con el aumento en
la escala, lo cual pudo atenuar el efecto del escalamiento, razón por la cual las variables
de respuesta no presentaron diferencias.
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7. RECOMENDACIONES
•

Emplear un mayor volumen de resinas para el pretratamiento de desmineralización, con
el fin de aumentar el rendimiento en la operación, disminuir tiempos muertos y la
posibilidad de contaminación del lactosuero por el ambiente.

•

Aplicar un sistema que permita un mejor control de temperatura en la escala de 0,1 L,
con desviaciones ±0,5ºC para que la reacción enzimática no se vea afectada.

•

Se recomienda realizar el proceso de producción de GOS con el lactosuero obtenido en
quesos italianos del Vecchio con el fin de evaluar si los rendimientos se mantienen.

•

Llevar a cabo el proceso de purificación del producto obtenido, para llevarlo a una
concentración comercial de GOS.
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9. ANEXOS
ANEXO 1. NÚMERO DE ENSAYOS REALIZADOS
Se realizó un diseño de medidas repetidas; en donde se tomó muestras por duplicado para
determinar que la variabilidad sea baja en la determinación de GOS. Como se muestra a
continuación:
Tabla 9-1. Número de ensayos realizados para cada actividad de cuantificación y determinación*.

Actividad

Ensayo

Número de ensayo

Determinación de lactosa

Lactosuero evaporado

3

Prueba de conductividad
eléctrica

Minerales

2

100 ml

6

3L

6

20 L

6

Determinación de GOS

*No tiene en cuenta el número de repeticiones realizadas.
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ANEXO 2. DIAGRAMA DE FLUJO DE LA METODOLOGÌA

Figura 9-1. Diagrama de flujo del pretratamiento del lactosuero.
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Figura 9-2. Diagrama de flujo para la reacción enzimática en la producción de GOS.
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ANEXO 3. CÁLCULOS PARA DETERMINAR CONDICIONES EN EL PROCESO
DE DESMINERALIZACIÓN

Resina Aniónica:
1,20

𝑒𝑞
∗ 0,46 𝐿 = 0,55 𝑒𝑞
𝐿

17 𝑔 (𝑂𝐻)
40 𝑔 (𝑁𝑎𝑂𝐻)
0,55 𝑒𝑞 ∗ (
)∗ (
) = 22 𝑔 𝑁𝑎𝑂𝐻
1 𝑒𝑞
17 𝑔 (𝑂𝐻)
22 𝑔 𝑁𝑎𝑂𝐻 ∗

100 𝑔 (𝑁𝑎𝑂𝐻)
= 550 𝑔 𝑁𝑎𝑂𝐻 4%
4 𝑔 (𝑁𝑎𝑂𝐻)

Volumen de NaOH 4% para regenerar la resina ya saturada:
𝑉=

550 𝑔 𝑁𝑎𝑂𝐻
= 521 𝑚𝐿
1,056 𝑔/𝑚𝐿

Resina catiónica:
2

𝑒𝑞
∗ 1,022 𝐿 = 2,044 𝑒𝑞
𝐿

1 𝑚𝑜𝑙 (𝐻)
1 𝑚𝑜𝑙 (𝐻𝐶𝑙)
56,5 𝑔
) = 73 𝑔 𝐻𝐶𝑙
2𝑔 𝐻 ∗ (
)∗ (
)∗(
1𝑔
1 𝑚𝑜𝑙 (𝐻)
1 𝑚𝑜𝑙 (𝐻𝐶𝑙)
73 𝑔 𝐻𝐶𝑙 ∗

100 𝑔 (𝑁𝑎𝑂𝐻)
= 1460 𝑔 𝐻𝐶𝑙 5%
5 𝑔 (𝑁𝑎𝑂𝐻)

Volumen de HCl al 5% para regenerar la resina ya saturada:

𝑉=

1,46 𝐾𝑔 𝐻𝐶𝑙
1000 𝑚𝐿
= 1,43 𝐿 ∗
= 1430 𝑚𝑙
1,023 𝐾𝑔/𝐿
1𝐿
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ANEXO 4. CÁLCULO DE RENDIMIENTO Y BALANCE DE MASA EN CADA
OPERACIÓN DEL PRETRATAMIENTO DEL LACTOSUERO.

Descremado:
𝑅=

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙
18 𝐿
=
× 100 = 90%
𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
20 𝐿

Desmineralización:
𝑅=

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙
15 𝐿
=
× 100 = 83,3%
𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
18 𝐿

Evaporación:
𝑅=

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙
0,6 𝐿
=
× 100 = 4 %
𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
15 𝐿

Figura 9-3. Balance de masa en el pretratamiento del lactosuero.
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ANEXO 5. FICHA TÉCNICA LACTOSUERO

68

Escalado de la producción de Galactooligosacáridos a reactor discontinuo de 3 y 20 litros
usando β- Galactosidasa Kluyveromyces lactis libre.

69

Escalado de la producción de Galactooligosacáridos a reactor discontinuo de 3 y 20 litros
usando β- Galactosidasa Kluyveromyces lactis libre.

ANEXO 6. CALCULO DE LAS ECUACIONES DE TRANSFERENCIA DE MASA

Para 0,1 L
Número de Reynolds
𝑅𝑒 =
𝑅𝑒 =

𝜌 ∗ 𝑣 ∗ 𝐷𝑖
𝜇

0,62𝑚/𝑠 ∗ 1170𝑘𝑔/𝑚3 ∗ 0.079𝑚
= 0,63
90,6 𝑝𝑎 ∗ 𝑠

Número de Sherwood

1

𝑆ℎ = 2 + 0.6 ∗ (0,63)2 ∗ (

7,06𝑥

10−11

𝑆ℎ = 10581,54

Número de Schmidt
𝑆𝑐 =

𝑣
𝐷𝐴𝐵

𝑐𝑚2
𝑠
𝑆𝑐 =
𝑐𝑚2
7,06𝑥 10−11 𝑠
774

𝑆𝑐 = 1,09 𝑥 1013

Difusividad en líquidos- Wilkie Chang
1

−8

𝐷𝐴𝐵 = 7,40 𝑥 10

1
3

𝑐𝑚2
774 𝑠

(∅𝐵 𝑀𝐵 )2 𝑇
𝜇𝑉𝐴 0,6

𝑐𝑚2
𝑠

)
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1

𝑔 2
(2,6 𝑥 18,9
) (318,15 𝐾)
𝑚𝑜𝑙
−8
= 7,40 𝑥 10
0,6
𝑐𝑚3
)
(9,06 𝑥 104 𝑐𝑝) (225, 2
𝑔𝑥𝑚𝑜𝑙

𝐷𝐴𝐵

𝐷𝐴𝐵 = 7,06𝑥 10−11

𝑐𝑚2
𝑠

Coeficiente de transferencia de masa
𝐾𝐿 =

𝑆ℎ ∗ 𝐷𝐴𝐵
𝐷𝑝

(10581,54) ∗ (7,06𝑥 10−11
𝐾𝐿 =

𝑐𝑚2
)
𝑠

6,8 𝑥 10−7 𝑐𝑚

𝑐𝑚
𝑠

= 1,09

Para 3 L
Número de Reynolds

𝑅𝑒 =
𝑅𝑒 =

𝜌 ∗ 𝑣 ∗ 𝐷𝑖
𝜇

0,81 𝑚/𝑠 ∗ 1170𝑘𝑔/𝑚3 ∗ 0.181𝑚
= 1,89
90,6 𝑝𝑎 ∗ 𝑠

Número de Sherwood

1

𝑆ℎ = 2 + 0.6 ∗ (1,89)2 (

7,06𝑥
𝑆ℎ = 18326,31
Número de Schmidt

1
3

𝑐𝑚2
774 𝑠
10−11

𝑐𝑚2
𝑠

)
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𝑆𝑐 =

𝑣
𝐷𝐴𝐵

𝑐𝑚2
𝑠
𝑆𝑐 =
𝑐𝑚2
7,06𝑥 10−11 𝑠
774

𝑆𝑐 = 1,09 𝑥 1013

Difusividad en líquidos- Wilkie Chang
1

𝐷𝐴𝐵

(∅𝐵 𝑀𝐵 )2 𝑇
= 7,40 𝑥 10−8
𝜇𝑉𝐴 0,6
1

𝐷𝐴𝐵

𝑔 2
) (318,15 𝐾)
𝑚𝑜𝑙
−8
= 7,40 𝑥 10
0,6
𝑐𝑚3
4
)
(9,06 𝑥 10 𝑐𝑝) (225, 2
𝑔𝑥𝑚𝑜𝑙
(2,6 𝑥 18,9

𝐷𝐴𝐵 = 7,06𝑥 10−11

𝑐𝑚2
𝑠

Coeficiente de transferencia de masa

𝐾𝐿 =

𝑆ℎ ∗ 𝐷𝑠
𝐷𝑝

(18326,31) ∗ (7,06𝑥 10−11
𝐾𝐿 =

Para 20 L
Número de Reynolds

6,8 𝑥

10−7

𝑐𝑚

𝑐𝑚2
)
𝑠

= 1,90

𝑐𝑚
𝑠
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𝑅𝑒 =
𝑅𝑒 =

𝜌 ∗ 𝑣 ∗ 𝐷𝑖
𝜇

0,87 𝑚/𝑠 ∗ 1170𝑘𝑔/𝑚3 ∗ 0.226𝑚
= 2,54
90,6 𝑝𝑎 ∗ 𝑠

Número de Sherwood
1
3

𝑐𝑚2
774 𝑠

1

𝑆ℎ = 2 + 0.6 ∗ (2,54)2 (

7,06𝑥

10−11

𝑐𝑚2
𝑠

)

𝑆ℎ = 21244,88
Número de Schmidt
𝑆𝑐 =

𝑣
𝐷𝐴𝐵

𝑐𝑚2
𝑠
𝑆𝑐 =
𝑐𝑚2
7,06𝑥 10−11 𝑠
774

𝑆𝑐 = 1,09 𝑥 1013

Difusividad en líquidos- Wilkie Chang
1

−8

𝐷𝐴𝐵 = 7,40 𝑥 10

(∅𝐵 𝑀𝐵 )2 𝑇
𝜇𝑉𝐴 0,6
1

𝐷𝐴𝐵

𝑔 2
) (318,15 𝐾)
𝑚𝑜𝑙
−8
= 7,40 𝑥 10
0,6
𝑐𝑚3
4
)
(9,06 𝑥 10 𝑐𝑝) (225, 2
𝑔𝑥𝑚𝑜𝑙
(2,6 𝑥 18,9

𝐷𝐴𝐵 = 7,06𝑥 10−11

𝑐𝑚2
𝑠
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Coeficiente de transferencia de masa

𝐾𝐿 =

𝑆ℎ ∗ 𝐷𝑠
𝐷𝑝

(21244,88) ∗ (7,06𝑥 10−11
𝐾𝐿 =

6,8 𝑥 10−7 𝑐𝑚

𝑐𝑚2
)
𝑠

= 2,21

𝑐𝑚
𝑠
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ANEXO 7. CALCULO PARA EL CRITERIO DE ESCALAMIENTO ESCOGIDO.
Para el biorreactor de 3 litros
3

(150 𝑅𝑃𝑀)3 ×(7.9 𝑐𝑚)2

√

(18.1 𝑐𝑚)2

=86.31 RPM

Para el biorreactor de 20 litros
3

(86.31 𝑅𝑃𝑀)3 ×(18.1 𝑐𝑚)2

√

(22.6 𝑐𝑚)2

=74.16 RPM
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ANEXO 8. PRUEBAS ESTADÍSTICAS POR MEDIO DEL ANÁLISIS DE
VARIANZA (ANOVA)

Método
Hipòtesis nula= Todas las medias son iguales.
Hipòtesis alterna=Por lo menos una media es diferente.
Nivel de significancia= 0,05

ANEXO 8.1 PRUEBA ESTADÍSTICA EN LA MEDICIÓN DE LA VISCOSIDAD

Se muestran a continuación los resultados de la prueba estadística en la medición de la
viscosidad:

ANEXO 8.2 PRUEBA ESTADÍSTICA EN LAS REPETICIONES DE LAS
DIFERENTES ESCALAS
Se muestran a continuación los resultados de la prueba estadística entre las repeticiones de los
diferentes volúmenes del escalamiento:
•

0,1 L
Tabla 9-2. Valores de P entre los ensayos realizados en la escala de 0,1 L.

76

Escalado de la producción de Galactooligosacáridos a reactor discontinuo de 3 y 20 litros
usando β- Galactosidasa Kluyveromyces lactis libre.

•

Sacárido

Valor P

GOS
Lactosa
Glucosa
Galactosa

0,81
0,78
0,74
0,80

Significancia
(α=0,05)
>0,05
>0,05
>0,05
>0,05

20 L

Tabla 9-3. Valores de P entre los ensayos realizados en la escala de 20 L.
Sacárido

Valor P

GOS
Lactosa
Glucosa
Galactosa

0,77
0,61
0,54
0,34

Significancia
(α=0,05)
>0,05
>0,05
>0,05
>0,05

ANEXO 8.3 PRUEBA ESTADÍSTICA DE LOS DIFERENTES SACARIDOS EN EL
ESCALAMIENTO
Se muestran a continuación los resultados de la prueba estadísticas de los diferentes sacáridos
obtenidos durante la reacción entre las escalas evaluadas:
Tabla 9-4. Valores de P entre los ensayos realizados de las diferentes escalas evaluadas
(0,1- 3 y 20 Litros).
Sacárido

Valor P

GOS
Lactosa
Glucosa
Galactosa

0,91
0,48
0,33
0,29

Significancia
(α=0,05)
>0,05
>0,05
>0,05
>0,05
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ANEXO 9. INSTRUCTIVO PARA EL USO DEL BIODIGESTOR DE FONDO
AGITADO CON CONTROL DE TEMPERATURA Y VOLUMEN DE 20L PARA
LABORATORIO
Basado en el trabajo propuesta de diseño e implementación de protocolo institucional para el
uso del biorreactor en condiciones aerobias ubicado en el centro tecnológico de ambiente y
sostenibilidad (ctas) de la universidad de la salle (Roa y Rodríguez, 2017).
Descripción del panel de control:

Figura 9-4. Panel de control. Tomado de: Roa y Rodriguez, 2017
Partes del panel de control:
1. Variador de Velocidad: Permite establecer la velocidad de agitación y el estado del motor
de agitación (Hz).
2. Controlador de Temperatura: Permite establecer la temperatura al interior del biodigestor
por medio de resistencias (°C)
3. Indicador Luminoso: Muestra si está en operación o no.
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4. Suiche de encendido o apagado.
Ajuste de temperatura.
Para la programación de la temperatura, se realizó de la siguiente manera:
a) Verifique modo RUN.

1. Oprima MODE por 30 segundos y entre a “Parameter 1 setting group”

2. En

corrobore

.

.

3. Oprima MODE por 30 segundos para salir a la pantalla principal.

b) Presione la tecla

para moverse por los dígitos.

c) Coloque el número de temperatura que necesite con las teclas

. Este valor indica la

temperatura a la cual trabajará el biorreactor.
d) Presione la tecla MODE por 30 segundos para guardar el valor de configuración
NOTA: El calentamiento se realizará progresivamente hasta alcanzar la temperatura indicada.
Ajuste velocidad de agitación para la práctica
Para la programación de la velocidad de agitación se realizó de la siguienta manera:
1. Oprima la tecla ENTER/ MENU y con la tecla Bajar busque el parámetro PARAM.
2. Luego de encontrar el parámetro oprima de nuevo ENTER/MENU para ingresar.
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3. Al ingresar podrá visualizar diferentes comandos, sin embargo, con la tecla subir o bajar (3
o 9 respectivamente) buscará el comando P0133, la cual será la velocidad mínima a la cual la
hélice trabaja.
4. Asigne el valor de Hz que necesite. Luego de esto oprima la tecla Back Esc para salir del
comando.
5. Posteriormente se procederá a programar la velocidad máxima, para buscar el nuevo
comando se tendrá que repetir el paso 1 y 2.
6. En este caso el comando que dejará modificar la velocidad máxima será el P0134. Allí
ingresará el valor que necesite, este valor se dejará siempre igual. Luego oprima Back Esc para
salir del parámetro.
7. Finalmente, para poner a funcionar el biorreactor a la velocidad deseada oprima la tecla ON.

